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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von (S)*1,3-Dioxolan-4-carbonsaureestern der allgemeinen 
Formel ( - ) - 1 in der R 1 einen Alkyl-, Aryl* odor substituierten Benzylrest und H 7 eine Methylen* oder Ethylengruppe, 
oder einen CR 3 R 4 -Rest, wobei R 3 und R 4 gleich oder verschieden Wasserstoff, Alkyl oder Aryl oder zusammen eine 
Tetrj- oder Pentamethyfenbrucke sein konnen, darstellt, die als universell verwendbarer chiraler Baustein, 
insbesondere fur die Naturstoff und Pharmakasynthese, beispielsweise Steroide |vgl. H. Takayarna, S. Yamada, 
M. Ohmori EP 45.524(1982), C. A. 97(1982)39240; A. Furst, L. Labler, W. Meier EP 63.678(1982), C. A. 98(1982)198607), 
p-Blocker [vgl. J. J. Baldwin, A. W. Raab, K. Mensler, B. H. Arison, D. E. McClure J. Org. Cham. 43(1978)4876], oder 
als Zwischenprodukte fur die Herstellung von Kosmetika (vgl. H. Moeller DE 3.447.783(1986), C. A. 105(1986)158625) 
geeignet sind. ErfindungsgemaR werden (S)-1,3 Dioxolan-4 carbonsaureester der allgemeinen Formel (-)-l 

CHj-CH-COOR 1 
I I 

O O (-)-l 
\ - 
R 2 

mit der fiir R 1 und R 1 erklarten Bedeutung dargestellt, indem racemischer 1,3*Dioxolan*4-carbonsaureester mit Hilfe 
proteolytischer Enzyme in seine Antipoden derart aufgetrennt wird, daG der (R)-1 ,3*Dioxolancarbonsaureester 
hydrolysiei t wird und die Verbindung der allgemeinen Formel ( - ) - 1 isoliert werden kann. Als proteolytische Enzyme 
konnen bevorzugt alkalische Serinproteasen aus B. licheniformis 41 P (ZIMET 10911), Subtilisin DYund thermostabile 
Serinpruteasen aus Thermoactinomyces vulgaris (ZIMET 9512 bzw. ZIMFT 9515) verwendet werden. 
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Patentanspruch: 



1. VerfahrenzurHerstellung von (S)-1,3-Dioxolan-4-carbonsaureestern der allgemeinen Formel (-H 

CHa-CH-COOR* 
I 1 
O 0 

\ / 



(-H 



in der R 1 einen Alkyl-, Aryl- oder substituierten Benzylrest und R 2 eine Methylen- oder Ethylengruppe, 
oder einen CR 3 R 4 -Rest, wobei R 3 und R 4 gleich oder verschieden Wasserstoff, Alkyl oder Aryl oder 
zusammen eine Tetra- oder Pentamethylenbrucke sein konnen, darstellt, dadurch gekennzeichnet, 
da(5 racemischer 1,3-Dioxolan-4-carbonsaureester der allgemeinen Formel (+/-)-! 



CH a -CH-COOR* 

0 o 



mit der fur R\ R 2 , R 3 und R 4 erklarten Bedeutung mit Hilfe proteolytischer Enzyme enantioselektiv 
derart in seine Antipoden aufgetrennt wird, daft der (R)-1,3-0ioxolan-4-carbonsaureester unter 
Zugabe von Basen, vorzugsweise Alkalihydroxyde, hydrolysiert wird und die erfindungsgemaBe 
Verbindung der allgemeinen Formel (-)-l isoliert werden kann. 

2. Verfahren naoh Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die Reaktion in ciner Pufferlosung bei 
einern pH-Wert von 4-1 0, vorzugsweise von 7,0 bis 7,5, gegebenenfalls im Beisein eihes 
organischen Losungsmittels, bei einer Temperatur von 20 bis 90°C, vorzugsweise bei 25 bis 35°C 
durchgefuhrt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dafc als proteolytische Enzyme 
alkalische Proteasen aus Bacillus licheniformis 41 P (ZIMET 1091 1 ), Bacillus subtilis und 
Thermoactinomycei vulgaris (ZIMET 9512 bzw. 9515), beispielsweise alkalische Serinprotease aus 

B. licheniformis 41 p, thermostabile Protease aus Thermoactinomyces vulgaris oder Subtilisin DY, 
eingesetzt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1,2 und 3, dadurch gekennzeichnet, daft als organisches Losungsmittel 
aliphatische C,-C 4 -Alkohole, Acetonitril, Dioxan, Aceton, Tetrahydrofuran, Nitromethan oder 
Dimethylformarnid dem Puffergemisch zugesetzt werden. 



Anwendungsgobiot der Erftndung 

Die Erfindung betrifft ern Verfahren zur Herstellung von (S)-1,3-Dioxolan-4-carbonsaureestern der allgemeinen Formel (-)-l,in 
der R* ein Alkyl-, Aryl- oder substituierten Benzylrest und R J eine Methylen- oder Ethylengruppe. oder einen CR 3 R 4 -Rest, wobei R 3 
und R 4 gleich oder verschieden Wasserstoff. Alkyl oder Aryl oder zusammen Tetra- oder Pentamethylenbrucke sein konnen, 
darstellt, die als universe!! verwendbar chiraler Baustein, insbesondere fur die Naturstoff- und Pharmakasynthese, 
beispielsweise Steroide (vgl. H. Takayama, S. Yamada, M. Ohmori EP 45.524 [1082], C. A. 97 [ 1982] 39240; A. Furst, L Labler, 
W. Meier EP 63.678 (1982K C. A. 98 1 1 982) 198G07), p-Blocker (vgl. J.J. Baldwin, A. W. Raab, K. Mensler, B. H. Arison, D. E. McClure 
J. Org. Chem. 43 1 19781 4876), oder als Zwischenprodukte fur die Herstellung von Kosmetika (vgl. H. Moeller DE 3.447.783 1 1986), 
C. A. 105 (1986) 158G25) geeignet sind. 

CH^-CH-COOR* 

O O 

\ / 
R* 

Charakteristik des bekannten Standes der Technlk 
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Es ist bokannt, dofl onontiomoronroino (R)- oder (S)-l,3Dioxolancarbonsaureosterder allgemeinen Formol ( + )- oder ( - )-l durch 
Doazotiorung und Kotolisiorung von (R)- odor (S)-Serin herstollbar sind (E.Schrotter, A.Hauser, H. J.Hamann, H.Schick, 
B. Schonockor J. Prokt. Chem. 328 1 1986] 705; C. M. LoK J. P. Ward, O. A. Van Dorp Chem. Phys. Lipids 88 (19761 115; R. Dumont, 
K. Pfaendor Holv.Chirn.Acta 66 1 1 983| 814; J.Oelschlaegor, G. Gorckon Lipids 13(1 978) 557; G.Hirth. W.Willy Helv. Chim. Acta 68 
119851 1863). Woiterhin ist bekonnt, daG D-Mannit undsoine Dorivato ebcnfalls 2U onantiomeronreinen 1,3-Dioxolan-4- 
cnrbonsauron durch C-C-Spaltung umgewandelt wordon konnen (R. Dumont, H.Pfandor Helv. Chim. Acta 66(19831 814, 
J. Oolschlooger, G. Gorckon Lipids 13 (1978) 557, C. A. 89 (1978| 215681; J.J. Baldwin, A. W. Raab, K. Mensler, B.H. Arison, 
D. E. McClure J. Org. Chem. 43 (1S78| 4876; G.Hirth, W.Willy Helv. Chim. Acta 68 |19S5] 1863). SchlieBlich ist bekannt dafi dio 
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enantiomerenreinen Verbindungen der allgemeinen Formal ( + )- odei* (-)-l durch Oxydation von Isopropylidenglycerin mit 
Kaliy mpermanganat herstellbar sind (Y. Kawakami, T. Asai, K. Umeyama, Y. Yamashita J. Org. Chem. 47 [1982] 3581 ). Dieso 
Verfahren zeichnen sich durch hone Enantiosolektivitat aus, bendtigen jedoch optisch reine Vorstufen und zum Teil toxische 
Reagenzien, wie z. B. Bleitetraacatat. 



Zielder Erflndung 

Ziel der Erfindung is* es, e«n Verfahren zur enzymatischen Racemattrennung von 1,3Dioxolan-4*carbonsaureestern mit hoher 
Enantiomereneinheit und befriedigenden chemischen Ausbeuten zu entwickeln, bei Jem keine toxischen Hilfsmittel und keine 
optisch aktiven Vorstufen benotigt werden. 



Darlegung des Wesens der Erfindung 

Oer Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein enzymatisches Verfahren zur Herstellung von (SM,3-Dioxolan-4- 
carbonsaureestern der allgemeinen Forme! (-H zu entwickeln. 

ErfindungsgemafJ wirddiese Aufgabe dadurch g'elost, daG ein racemischer 1,3-Dioxolan-4-carbonsaureester der allgemeinen 
Formel ( + /-)-! 

CH a -CH-fJOOR l 
I * 

O 0 <+/->., 

\ y 

in der R 1 einen Alkyl-, Aryl- oder substituierten Benzylrest und R 2 einc Methylen- oder Elhylengruppe, Oder einen CR 3 R 4 -Rest, 
wobei R 3 und R 4 gleich oder verschieden Wasserstoff, Alkyl oder Aryl oder zusammen eine Tetra- oder Pentamethylenbrucke sein 
* konnen, darstellt, mit proteolytischen Enzymen, vorzugsweise Proteasen mikrobiellen und tierischen Ursprungs, beispielsweise^ 
Serinproteasen, in seine Antipoden aufgetrennt wird. Als proteolytische Enzyme konnen alkalische Proteasen aus Bacillus . 
licheniformis 41 P (ZIMET 1091 1), Bacillus subtilis und Thermoactinomyces vulgaris (ZIMET 9512 bzw. 9515?, beispiefsweise 
alkalische Serinprotease aus B. licheniformis 41 p, thermostabile Protease aus Thermoactinomyces vulgaris oder Subtilisin DY, 
eingesetzt werden. Die erfindungsemafte Reaktion verlauft in einer Pufferldsung. vorzugsweise in einem Phosphatpuffer, bei \ 
pH-Werten von 2 bis 10, vorzugsweise von 6 bis 7, gegebenenfalls im 8eisein eines organischen Losungsmittels und boi * 
Temperaturen von 0 bis 90T, bevorzugt bei 25 bis 35*C, derart. dafc der (R)-1,3-Dioxolan-4 carbonsaureester der allgemeinen CD 
FormeU + M ^ |y| 

s 

durch Zusatz von Basen, vorzugsweise Alkalihydroxyde, hydrolysiert und der (S)-1 ,3-Dioxoian-4-carbonsaureester der 
allgemeinen Formel (-)-l isoliert werden kann. Uberraschend^rweise gelingt es, die mit Schweinepankreaslipase (einem |— 
esterolytischen Enzym) nicht durchfuhrbare Hydrolyse, mit Hilfe proteolytischer Enzyme in befriedigenden chemischen 171 
Ausbeuten und hoher Enantiomerenreinlteit zu reolisieren. 

o 
o 

Ausfuhrungsbeispiele yr 

■< 

Befsplel 1 

363mg (0.0023mol) des rocemischon 1,3-Dioxolan-4-carbonsaureesters der allgemeinen Formel ( + /-J-I (R^CHj; R ? =CR 3 R 4 ; 
R 3 =R 4 = CHj) werden in 10ml Phosphatpuffer (C = 0,01M;pH = 7,01) suspendiert und bei 29°C inkubiert. Der 
Roaktionsmischung werden 20mg alkatischo Serinprotease aus B. licheniformes 41 P (ZIMET 1091 1 ) in Form einer dialysierten 
Ammoniumsulfatfaltung zugegobon. Wahrend der Reaktion wurde der pH bei 7,2 ±0,1 mit einer 0,5N Natronlauge konstant 
gohalton. Nach Vorbrauch von 60% dor zur Versoifung einer Estergruppe notwendigen Natronlauge wurde die Reaktion 
abgebrochon, dio Reaktionsmischung 4mal mit Fssigester extrahiert. Die organische Phase wurde uber Natriumsulfat 
gotrocknot, oingoongt und uber oinor Kieselgelsaure aufgetrennt Es werden 121 mg (83%) (S)-(-)-1,3-Dioxolan-4- 
corbonsauromethylostordorallnomoinon Formel (-) l (R'^CHj; R ? = CR 3 R 4 ; P 3 =R 4 =CH 3 > isoliert. (a|o JO = -14,8 (C = 4,85; 
CHCI 3 ), 00 = 8*1,3%. 

Oeispiel 2 

1.05g (0,0066mol) des racomischen 1.3-Dioxo1an-4-carbonsaureestors dor ollgomeinen Formel (1 /--)-! (R'=CH 3 ; R'=CR 3 R 4 ; 
R 3 =R 4 =r.CH 3 ) warden in 30ml Phosphatpuffor (C 0,01 M; pH = 7,01) suspendiert und bei 30°C inkubiert. Der 
Roaktionsmischung werden ISmg alkalische Serinprotease aus 0. licheniformes 41 P (ZIMET 1091 1) in Form einer dialysierten 
Ammonsulfatfallung zugegobon. Wahrend der Reaktion wurde der pH boi 7,1 + 0,1 mit einer 0,5-N-Netronlauge konstant 
gehalton. Nach Verbrauch von 60% der zur Versoifung Giner Estof gruppe notwendigon Natronlauge wurde die Reaktion 
obgobrochen, dio Roaktionsmischung 4mal mit Essigesier extrahiort. Dio organische Phase wurde uber Natriumsulfat 
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getrocknet, eingeengt und uber einer Kieselgelsaure aufgetrennt. Es werden 273mg (65%) (SM-)-l,3-Di xolan-4- 
carbonsauremethylester der ailgemeinen Formel (-)-l (R'=CH 3 ; R J =CR J R 4 ; R 3 =R 4 =CH 3 ) isoiiert. [aj 0 ?0 = -12,1 (C = 2,73; 
CHCI 3 ),ee « 69,3%. 

Beisplel 3 

364,4mg (0,0023mol) des racemischen l f 3-Dioxolan-4*carbonsaureesters der ailgemeinen Formel (+/-)*! (R'=CH 3 ; R 2 =CR 3 R 4 ; 
R 3 =R 4 =CH 3 ) werden in 30ml Phosphat.ouffer <C = 0,01 M;pH = 7,0t) suspendiert und bei 33°C inkubiert. Der 
Reaktionsmischung werden 1 13mg thermostabile Serinprotease aus Thormoactinomyces vulgaris (ZIMET 9512 bzw. 9515) 
zugegeben. Wahrend der Reaktion wurde der pH bei 7,1+0,1 mil einer 0,5-N-Natronlauge konstant gehalten. Nach Verbrauch 
von 60% der zur Verseifung einer Estorgruppe notwendigen Natronlauge wurde die Reaktion abgebrochen, die 
Reaktionsmischung 4mal mit Essigester extrahiert. Die organische Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und 
uber einer Kieselgelsaure aufgetrennt. Es wurden 69 f 5mg (48%) {S)-(-)-1,3-Dioxolan-4-carbonsauremethylester dor 
ailgemeinen Formel ( ~M (R'=CH 3 ; R2=CR 3 R 4 ; R 3 =R 4 =CH 3 ) isoiiert. [a] o 20 = —15.1 <C = 3,47; CHCI 3 ), ee = 86,7%. 

Belspiel 4 

357 mg (1,78mmol) des racemischen 1,3-Dioxolan-4-carbonsaureesters der ailgemeinen Formel ( + /-)•! (R'^Methyl; 
R J =Cyclohexyliden) werden in 8ml PhosphatpufferlpH = 7,01;C = 0,01) suspendiert, bei 33°C inkubiert und niit9mg alkaiische 
Serinprotease aus B.licheniformes41 P (ZIMET 1091 Din Form einer dialysierton Ammonsulfatfallung versetzt. Wahrend der 
Reaktion wurde der pH bei 7.5 ± 0,5 mit einer 0,5-N-Natronlauge konstant gehalten. Nach Verbrauch von 60% der zur Verseifung 
einer Estergruppe notwendigen Natronlauge wurde die Reaktion abgebrochen, die Reaktionsmischung 4mal rnir Essigester 
extrahiert. Die organische Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und •":ber einer Kiesolgelsaule gereinigt. Es 
entstehen 131,8mg (65,4%) des entsprechenden Esters der ailgemeinen Formel (-1 i. |a| 0 M = -6,44 (C = 10,14; CHCI 3 ). 
ec = 34%. 

Beispiel 5 

1,1 1 g (0,007 mol) des racemischen 1,3-Dioxolan-4carbcnsaureesters der ailgemeinen Formel ( + /-)-! (R'=CH 3 ; R*=CR 3 R 4 ; 
R 3 =R 4 =CH 3 ) werden in 8ml PhosphatpufferlpH = 7,01;C = 0,01) und 3 ml Acetonitril suspendiert, bei 33°C inkubiert und mit 
15mg alkaiische Serinprotease aus B. licheniformes 41 P (ZIMET 1091 1) in Form einer dialysierten Ammonsulfatfallung versetzt. 
Wahrend der Reaktion wurde der pH bei 7,3 ± 0,1 mit einer 0,5-N-Natronlauge konstant gehalten. Nach Verbrauch vcn 60% der 
zur Verseifung einer Estergruppe notwendigen Natronlauge wurde die Reaktion abgebrochen, die Reaktionsmischung 4mal mit 
Essigester extrahiert. Die organische Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und uber einer Kieselgelsaule 
gereinigt. Es entstehen 193 mg (44%) des entsprechenden Esters der ailgemeinen Formel (-)-!. |a| 0 20 = —1 1,0 (C = 9,64; CHCI 3 ), 
ee « 63%. 
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